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(54) Vecteurs d'expression de proteines heterofogues dans las cellules eucaryotes, lignees cellulaires obtenues et 
precede pour leur preparation. 



(ST) La presente invention concerne un vecteur d'expression 
dune proteine heterologue dans tes cellules eucaryotes conv 
prenant une sequence d'ADN codant pour la proteine hetero* 
logue ainsi que les elements assurant son expression, caractg- 
rise en ce que les elements assurant ('expression de la se- 
quence codant pour la proteine heterologue comprenant les 
elements essentiels de la sequence leader et/ou de la se- 
quence du promoteur du gene F l de TAdenovrrus 2. 
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. La prfisente invention concerne de nouveaux 
vecteurs ^expression de prot€ines h§t£rologues dans des 
cellules eucaryotes, en particulier des cellules de 
laammif eres . 

Par prot£ine h£t£rologue t au sens de 
1 * invention, on entend une protfiine qui n'est pas 
exprim^e naturellement par les cellules en cause, ou 
encore une protSine qui n'est pas nficessaire a 1 la survie 
de ces cellules. 

De nombreux vecteurs f aisant expriner des ge"nes 
codant pour de telles prot£ines hfeterologues dans des 
cellules de raammif §res ont de"j£ GtS d§crits. Le besoin de 
disposer de vecteurs de plus en plus perforraants est 
permanent, notamment pour augmenter de facon sensible la 
quantity de produit synth£tisg par le syst&me hate et 
permettre la selection des cellules productrices et la 
preparation de lignfies cellulaires stables produtsant 
ladite prot€ine en des quantit€s compatibles avec un 
renderaent industriel, Diffferentes approches ont deja* StS 
sugg£r£es pour amgliorer l'efficacit€ de ce type de 
vecteurs au niveau de la transcription corame au niveau de 
la traduction* 

Ainsi par example de nombreux vecteurs utilisent 
en tant que promoteur de la transcription de la sequence 
d'ADN codant pour la prot€ine h€t§rologue, des sequences 
hybrides comprenant les sequences activatrices du virus 
SV40 (repetitions de 72 paires de bases) aSiOcifeea au 
promoteur majeur tardif de l'Adfinovirus 2, Une 
amelioration de I'efficacite de ce type de vecteur a dfija 1 
£t£ obtenue par diffSrents moyens, en insurant des 
s&quences d'ADN supplement aires originaires de SV40 
(repetitions de 21 paires de bases) et capables de lier 
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des facteurs de transcription .ou encore des sequences du 
leader tripartite de I'Adgnovirus 2 favorisant la 
traduction de l'ARN messager. 

5 La pr£sente invention vise & fournir de nouveaux 

vecteurs, utiles notarament pour l'expression de protSines 
complexes tels que les facteurs de coagulation, dans les 
cellules de mammi feres « 

10 Les vecteurs selon I'invention sont caract€risSs 

en ce que les Elements assurant l'expression de la 
sequence codant pour la procaine heterologue cotnprennent 
les elements essentiels de la sequence leader et/ou de la 
sequence du promoteur du gSne EXIT de l'Adfinovirus 2. 

15 Par Element essentlel on entend la sequence assurant 

1 'augmentation de la production de prot€ine et/ou le 
contrSle de I'expression de la sequence pour le 
promoteur . 



20 Les adenovirus possedent un ADN lin£aire double 

brin qui dans le cas du serotype 2 (Ad2) compte 35 
jcilobases. Les adenovirus ont cinq unites de transcrip- 
tion prScoces ou plus dont celle du gdne EIIX et 
plusieurs unites de transcription tardives (1,2)* La 

25 carte de restriction des elements amont du gSne EIII est 

representee sur la figure 1. Les coordonnees indiquees 
pour les nucleotides correspondent a celles obtenues 3. 
partir de la sequence Ad2 de la banque de donnee EMBL. 

30 3 armi les elements importants du g<*ne EIII, on 

distingue le promoteur et la sequence leader, le 
promoteur allant jusqu'au site Cap, et la sequence leader 
allant depuis le site Cap jusqu'S I'ATG initiateur de la 
traduction. 



3 
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DiffSrentes variantes de 1 ' invent ion peuvent 
Stre r6aiis£es» 

Dans une premiere variante, seule tout ou partie 
de la sequence leader du g&ne EIII, est prfisente sut le 
vecteur, De preference, il s'agit d'une partie de la 
sequence qui comporte un intron, de sorte que le vecteur 
d f expression porte un intron dans la partie 5* non 
traduite de I'ARN messager (voir figure 1). Dans ce cas, 
on peut utiliser comme promoteur, tons les promoteurs 
fonctionnels pour exprimer des gSnes heterologues dans 
les cellules de mammif Sres • On peut citer par exemple 
celui du cytomegalovirus ou celui du gSne de la 
metallothionine . * 

Dans une seconde variante, le vecteur selon 
l r invention comprend tout ou partie du promoteur du g&ne 
EIII, c'est-a-dire la partie 5* des elements de 
transcription allant jusqu'au site Cap. 

Une variante preferSe est celle oxl le vecteur 
comprend 3 la fois la partie de la sequence * leader qui 
porte un intron et tout ou partie du promoteur du g£ne 
EIII de l'Adenoyirus 2, 

II est bien stir preferable d f avoir a la fois la 
sequence leader et le promoteur correspondant au taSme 
gene de I'Adenovirus 2, II -est avantageux, suivant une 
caracteris tique suppiementaire de l'invention, d'ajouter 
un activateur de transcription, en particulier les 
sequences activatrices de SV40 (par exemple les 
repetitions de 72 paires de bases, ou encore celle de 21 
paires de bases ou une association des deux). 
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Les vecteurs selon 1 f Invention sont en general 
des plasmides mats on peut €galement envisager des 
vecteurs vlraux dans la mesure oil il s'agit de virus dont 
le cycle comprend une Stape dans laquelle le genome est 
5 sous forme d'ADN double brin comme par exemple les 

papillomavirus. lis sont de preference construits pour 
assurer 1 r integration de la sequence codant pour la 
prot§ine hStferologue dans le genome de la souche hdte, de 
facon 3 obtenir des lignSes cellulaires stables produi- 

10 sant ladite protiine- Afin d'obtenir des cellules 

comportant un grand nombre de copies du g«*ne codant pour 
la protSine hSt^rologue, les vecteurs d 1 integration 
peuvent comporter une sequence assurant 1 ' integration du 
vecteur en plusieurs centaines de copies comme par 

15 exemple le fragment d'ADN mitochondrial murin du plasmide 

p delta. 

Dans certains cas, il peut etre intlressant, pour 
augmenter la production de la protSine hSt&rologue, que 
20 le vecteur comporte une sequence d'ADN supplemental re , en 

aval de la sequence d'ADN codant pour ladite proteine 
hgterologue. 

Pour seiectionner les cellules transf ormfies , le 
25 vecteur comporte de preference un g£ne de selection, par 

exemple le gSne codant pour la xanthine-guanine phospho- 
ribosyl-transf erase (resistance ^ l T acide mycophenolique, 
XGPRT ) , le gSne de resistance 3. la G418 (Neo), ou encore 
le gSne ^ihydrof olate reductase (DHFR) qui confere la 
30 resistar. e au methotrexate. On utilisera de preference le 

glne N£o. 



35 



Le gSne de selection peut etre porte par une 
unite de transcription independante , ou encore §tre 
place directement en aval de la sequence d'ADN codant 
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pour la procaine h6t£rologue. Ce deuxiSme cas est 
particuli&r ement avantageux, puisqu'il permet d'obtenir 
un double effet : augmentation de la production et 
amelioration de I'efficacitS de selection. 

5 

II peut aussi £tre avantageux de placer le g&ne 
de selection dans un bloc d r expresston polycis tronique 
contenant un promoteur, une sequence d'ADN codant pour la 
prot£ine h§t£rologue, un g3ne de selection, un intron, un 

10 site de polyadSnylat ion. En effet, il a 6t§ d§montr6 & 

plusieurs reprises que les ribosomes peuvent rSinitier la 
traduction en aval du codon stop, et cette propri£t£ est 
utilisSe pour construire des plasmides contenant un bloc 
de selection polycis tronique, Comme gSne de selection, on 

15 peut employer ceux qui ont £te* citSs plus haut*, le g&ne 

de souris codant pour la dihyd r of olale reductase (DHFR) 
et le g5ne bactSrien de XGPRT . 

Afin de pouvoir sSlectionner plus facilement, 
20 apr&s transformation des cellules de mammif&res, celles 

qui expriment la protSine h6t€rologue en quantity, il est 
particuli&rement avantageux d'ajouter a une unitfi 
polycis tronique une unite* de transcription d'un gSne de 
selection. De prfifgrence, on utilisera un bloc d T expres- 
25 sion da g&ne DHFR, par exemple sous le contrfSle du pto- 

moteur prScoce de SV40 privS de sa sequence activatrice. 

^'Invention a e"galement pour objet un proce'de' de 
preparation de cellules eucaryotes, afin d'obtenir des 
30 lignSes cellulaires produisant une protgine h£t6rologue 

selon lequel on effectue la transformation de ces 
cellules par un vecteur selon l T invention et on 
sSlectionne les cellules exprimant lesdites prot§ines. 
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?armi les m£thodes de transformation utilisGes, 
on peut clter en particulier la technique de copr€cipi- 
tation au phosphate de calcium, qui sera mise en oeuvre 
dans les exemples ci-apr&s. 

5 

Enfin, ^invention a pour objet les lign£es 
cellulalres obtenues par la mise en oeuvre du proc£d€ 
selon l'invention, en particulier des lignfies CHO 
produisant du Facteur VIII ou du Facteur IX, En effet, 

10 l'invention est applicable a la preparation des facteurs 

ie la coagulation sanguine et concerne done Sgalement un 
proced€ pour leur preparation, selon lequel on cultlve 
les cellules sur un milieu de culture approprie" et on 
rScupfcre la prot§Ine obtenue & partir de la culture. 

15 * 
D'autres caract &r is tiques et avantages de 
l'invention apparattront au cours de la description 
d$taill£e suivante. Celle-ci indique quelques exemples de 
constructions selon l T Invention et leur application a" 

20 1 * express ion de protSines complexes dans des cellules de 

icaminl f Sre s * 

Les figures suivantes Illustrent l'invention : 

25 - La figure 1 schematise la carte de restriction 

des 616ments de transcription amont du gSae EIII. 

- La figure 2 repr£sente schSmatiquement la 
structu:: du plasmide pSB394. 



30 



- I, a figure 3 reprSsente schema tlquement la 
structure du plasmide pSBDH394. 



35 



- La figure 4 repr£sente schema t iquement la 
structure des plasmides pTGEIII385, pTGEIIIDH3 85 , 
pTGEIIINeo385. 
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- La figure 5 reprfisente s ch£mat lquement la 
structure du plasmide pTG2307. 



- La figure 6 reprfisente schfimatiquement .la 
structure du plasralde j>TG2330. 



Exemple 1 



Expression transitoire de facteur IX dans 



des cellules CHO 



10 



15 



20 



25 



30 



a) Construction de pSB394 et pSBDH394 

Le plasmide pSB394 (fig. 2) est un vecteur dSrive' de 
pTG157 dficrit dans la publication europSenne de brevet 
EP. A. 0140762 o0 les sequences EcoRI - Bgllt codant pour 
la glycopro t£ine rabique ont £t§ SliminSes et remplac£es 
par les fragments suivants : 

- le fragment EcoRI - Kpnl du polylinker de M13TG131 (3) 

- l T activateur entier du virus SV40 sous forme du 
fragment Kpnl - HindXI de pSO (4) 

- une partie de la sequence du promoteur majeur, tardlf de 
1* Adenovirus 2, Smal - BamHI de pM4 (5) ; 

- le fragment BamHI - BglXI du polylinker de M13TG127, 
vecteur comprenant un polylinker de sequence 

5* AGATCTGCAGGTCCAAGCTTGGACGGATCCCCGGGG \ TTC 3 f 
comportant des sites de restriction Bglll, PstI, 
Hindlll, BamHI, Smal et EcoRI. . 

- l'ADN complgmentalre du facteur IX BamHI de M13TG315 
insSrS dans le site Bglll du polylinker. II est obtenu 
en digSrant le vecteur M13MP701 (3) par les enzymes 
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BamHI et EcoRI puis en insurant les sequences EcoRI - 
PstI de M13MP8 (6), le grand fragment PstI - FnuDII de 
I'ADN compl£tnentaire du facteur IX (de pTG397 (7)) et 
un adaptateur FnuDII - BamHI de sequence 
5 5 1 GATCCATGCAGCG 3 f 

3 1 GTACGTCGC 5 1 

restaurant la sequence codante complete de l'ADN 
complement air e . 

10 Les plasmides pSB39A et pSBDH394 different en 

premier lieu par le site d 1 integration de 1 1 ADN 
complSmentaire du facteur IX. Si dans pSB394 cet ADN est 
Insert dans le site Bglll du polylinker, dans pSBDH394 f 
c'est dans le site BamHI qu r il est insfirS. Be plus, en 

15 une seconde Stape, I'ADN compl€mentai r e de DHFR de souris 

(fragment HindHI - Bglll de pMTVdhfr(8)) est introduit 
entre les sites HindHI et Bglll du polylinker 
(voir fig* 3). 

20 b) Construction des plasmides pTGEIII385, pTGEIIIDH385 et 

pTGEIIIX€o385 contenant un fragment du gSne EIII de 
l'adSnovirus 2 

Pour rfcaliser ces constructions, on pent utiliser 
25 l T ad§novirus 2 depos£ sous N° ATCC VR-846. Le plasmide 

pTGEIII385 (fig. 4) est obtenu par digestion de pSB394 
par EcoRI et BamHI puis en substituant le promoteur 
majeur tardif de l'adSnovirus 2 et I'ADNc du Facteur IX 
par les equences suivantes : 

30 

- le. fragment EcoRI - Smal de 1* Adenovirus 2 entre les 
sequences 27372 et 27571 (voir fig. 1) (les coordonnfies 
correspondent & celles obtenues a partir de la sequence 
Ad 2 de la banque de donnSes de I'EMBL) ; 

35 

- le fragment EcoRV - Kpnl de polylinker de M13TG131 (3) ; 
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- l'activateur du virus SV40 .sous forme du fragment 
Kpnl - Hindll de pSO (A) ; 

- la sequence de 1 T Adenovirus 2 des nucleotides 27572 a 
28812 (du site Smal du promoteur de EIII I 1 1 ATG , voir 
fig. 1). 

- I'ADN compiementaire du facteur IX fusionne* 3 1'ATG 
initiateur de EIII. 

Pour r£aliser cette fusion de l'ADN 
compiementaire du facteur IX et du gSne EIII au niveau 
des ATG initiateurs, l f AD-N compiementaire du facteur IX 
est excise sous forme du fragment BamHI-XhoIt par 
digestion partielle de M13TG390 (d§crit ci-apres) et 
clonS dans le site BamHI de M13TG131 donnant le vecteur 
M13TG373. 

M13TG390 derive de M13TG120 (3) et contient 
entre les sites Sail et PstI les sequences suivatites : 

- un adaptateur Sail - Fnudll de sequence : 

5 f TCGACCATGCAGCG 3' 
3* GTACGTCGC 5' 

- le fragment FnuDII - PstI de I'ABNc du facteur 
IX provenant de pTG397 decrit dans la publication 
europ£enne de brevet- EP-167420. 

Le fragment Hindlll du leader du g&ne EIII (nucleotide 
28653 a 28962, voir fig. 1) est ins€re dans le site 
Hindlll de M13TG373 et une mutagenSse par boucle 
utilisant un oligonucleotide de sequence 
5 f GGGGCAACATCCAAGATGCAGCGCGTGAACATGATC 3 ! permet 
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d'obtenir la fusion des ADN compl£mentaIres du facteur IX 
et du glne EIII au niveau des ATG initiateurs. 

Le plasmide pTGEIIIK€o385 (fig. 4) r£sulte de 
l'insertion dans le site BamHI de pTGEIII385 du fragment 
BamHI de M13TG1823. Ce vecteur derive de M13MP9 (6) ; il 
contient dans son site BamHI un fragment du gSne n€o, 
obtenu par digestion BamRT-Bgill de pSv2-ne'o(9 ) . Une fois 
introduit, ce fragment est mut£ localement avec un 
oligonucleotide de sequence 5 • CATGCGAAAGGATCCTCATCC 3* 
pernettant d'exciser le gdne nfio sous forme d*un fragment 
BamHI de M13TG1823* 

Le plasmide pTGEIIIDH385 (fig* 4) est obtenu par 
insertion dans les sites Hindlll et Bglll de pTGEIII385 
du fragment de ge*ne DHFR de pMTVdhrf (8), 

c) Expression transltolre dans les cellules CHO 

Des boftes de culture (diamStre 5 cm) sont 
ensemenc€es avec 300 000 cellules. Au bout de 24 heures 
l f ADN des vecteurs d f e»pression du facteur IX (2 jig) et 
l'ADH d'un vecteur d*expression de la beta-galactosidase , 
pCHHO (10), (2 ug) sont cotransf€r£s selon la technique 
classique de cop r€cipi tat ion au phosphate de calcium 
(11). AprSs 24 heures, les cellules sont lavSes avec PBS 
[137 mM NaCl ; 2,7 mM KC1 ; 8 mM Na^PO^ ; 1,5 mM KHjPO^ 
pH » 7,- - et du milieu neuf est ajoute". Apris un d£lai de 
48 heur.s les milieux de culture sont pr£lev£s et la 
quantity de facteur IX produit, F, est dosfie au moyen 
d'un test ELISA commercialism par Diagnos tica-Stago * Les 
cellules sont lav§es 3 fois avec du PBS puis centrifu- 
gees. Elles sont reprises dans 0,2 a 1 ml de tampon Z 
(10) et cassSes au moyen d'une courte sonication* Les 
debris cellulaires sont §limin6s par centrif uga tion, 
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l'activite* beta-galactosldase , B, est dos€e dans le 
surnageant suivant une raSthode classique (12) et la 
quantity totale de protfiines, P, est de'termine'e par test 
Biorad- L r efficacit£ des constructions est §valu§e par le 
rapport F*P/B» 

Les plasmides de la sSrie pSB (pSB394 et 
pSBDH394) utlllsent des promoteurs contenant des 
sequences da promoteur majeur tardif de 1 'Adenovirus 2 
jolntes aux sequences <| e l f activateur de SV40 alors que 
les plasmides de la se*rie pTGEIII ( pTGEIIlDH385 , 
pTGEIIIN6o385 pTGEIH385) conformement a un aspect de la 
prSsente Invention comportent la sequence leader et une 
partie^ du promoteur du gSrie EIII de 1'adSnovirus 2 ainsi 
que en amont du promoteur les sequences activatrices de 
SV40, 

pSB394 et pTGEIII385 sont deux vecteurs 
monocis troniques alors que pSBDH394, pTGEIIIDH385 et 
pTGEIIINSo385 sont polycis troniques utilisant comme 
second gSne, l'ADNc du gSne DHFR pour les deux premiers 
et le gSne n£o pour le dernier. 

Les rfisultats d 'expression transttoire du 
Facteur IX dans les cellules CHO sont expos&s dans le 
tableau I ci-apr$s. 

Tableau I : Mesure de I'expression transitoire du 
Facteur IX dans des cellules CHO 
transfectSes par diff£rents plasmides. 
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Plasmide 



F x P* 



B 



pSB394 

pSBDH39 4 



2,8 



7.8 



PTGEIII385 
PTGEIIIDH385 



105.0 



17.0 



pTGEIIItfgo385 



150.0 



15 1) 



20 

2) 



25 3) 



: activity 5-galactosidase 

; quantity totale de procaines 

: activity da facteur IX uesurSe par ELISA 

tableau I met en Evidence les rfisultats suivants : 

Le fait de remplacer dans le plasmide de depart,, le 
promoteur majeur tardif de 1 * adenovirus 2 par les 
Slfiments du ge"ne EIII de 1 1 adenovirus 2, permet 
d'amSliorer d*un coefficient 5 S 12 la quantity de 
facteur IX produite. 

L'adjonction d'une sequence en aval de l'ADNc du 
facteur IX arae"liore d'un facteur 5 1 * ef f icacitS des 
constructions (pTGEIII385/pTGEIIIDK385) . 

L f ad jonction de la sequence du g5ne nfio en aval de 
l'ADNc du facteur IX donne un rfisultat l§g3 rement 
meilleur que I'adjonctlon de la sequence de l'ADNc du 
g5ne DHFR (pTGEIIIDH385/pTGEIII?l6o385) . 

tuple 2 : Expression du facteur VIIIAII 



35 



^'analogue du facteur VIII d§sign£ par FVIIIAII a 
6t§ d£crit dans la demande franchise de brevet n° 8711415 
dSposfie au nom de la Demanderesse, II est ca ractfirise" en 
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ce qu'il s ! agit du compose" dSl£t£ das acides aminfis 771 £l 
1662. 

a) Construction de pTQ2307 

Le plasmide pTG2307 (fig* 5) contient une partie du 
plasmide p delta favorisant 1 1 integration du vecteur en 
un grand nombre de copies dans ie genome et une unit&de 
transcription polycis tronique (promoteur + leader) EIII - 
Facteur VI I I AII/XGPRT . 

II est construit de la fa<;on suivante : 

Le plasmide pTG2307 derive de pTG1509 (dSposS a la CNCM 
sous le num£ro 1-681 le 24 juillet 1987) dScrit dans la 
demande franchise de brevet dSja* citee n° 8711415 dig6r€ 
par les enzymes de restriction Ncol et Aval. Le fragment 
court est gliding et substitue par le fragment Pvul - 
Aval de M13TG347 (dficrit ci-aprSs) avec I'aide d T un 
adaptateur tfcol - Pvul de sequence : 

5' CCGGCCTAGGCCCGGGCTGC AGAT 3* 
3 f GGATCCGGGCCCGACGTC 5 f 

M13TG347 derive de M13TG131 (3) par insertion dans les 
sites EcoRI et Knpl des fragments : 

- EcoRI - EcoRV de pTGEIII385 portent le promoteur EIII 
suivi de son leader et une partie de 1'ADNc du 
facteur IX. 

- Smal - Knpl de pTGI080 (13) portant l'extr€mit& 5 de 
I'ADNc du facteur VIII. 

La fusion au niveau des ATG des protSines EIII et du 
facteur VIII est r£alis6e par une rautaggnese par d£l£tion 
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par boucle grace a" uti oligonucleotide de sequence 
5* CTGGGGGCAACATCCAAGAATGCAAATAGAACTCTCC 3*. 

b) Production de facteur VIIIAII dans des cellules CHO 

Le vecteur pTG2307 ainsi obtenu est transfers' dans les 
cellules CHODXB11 (Dr. L. Chasin Colombia University* 
New York, USA) par la technique de coprScipitatlon au 
phosphate de calcium et les cellules transformers sont 
sSlect ionnfies selon le proc§d§ d€crit dans la r^f Srence 
(14) oais en omettant 1 T arnInopt€r ine . Les clones sont 
Isolds apr&s 1,5 a 2 mois de selection puis testes pour 
leur production de facteur VIIIAII • Sur 14 clones teste's, 
7 produisent entre 1 et 6 U de Facteur VIII (activit§ 
coagulante) pour 10 6 cellules et pour 24 h. Ces nlveaux 
de productions sont 12 fols suplrieurs a ceux obtenus en 
utili3ant le promoteur SV40 de l'AdSnovirus 2 de pTG384 
(construction pTG1509, dScrit dans la demande francaise 
de brevet d£ja citSe, n° 8711415) (voir tableau II). 

Tableau II : Production de facteur VIIIAII dans les 
cellules CHO en fonction du plasmide 
utilise. 



Plasmide 


Activity coagulante D/10 6 cellules x 24h 


PTG1509 


0.5 


pTG2307 


6.0 
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Exemple 3 : Expression du facteur von Willebrand I 
I'aide du plasmide pTG2330 (fig. 6) 

Le plasmide de dSpart est le plasmide p delta 
5 plus precisement le grand fragment de p delta entre les 

sites EcoRI et Sail. Le promoteut et le leader du gSne 
EIII sont introduits comme fragment EcoRI - Hindlll de 
pTGEIII385 puis un adaptateur Hindlll - BamHI provenant 
de M13TG131 (3) et le bloc du glne N6o fragment BamHI de 
10 M13TG1823 (pr£ce"d eminent d£crit) life au fragment Bglll - 

Sail de pTGEIII385. Le plasmide ainsi forme" est d£sign§ 
par pTG2323* 

Pour obtenir le bloc DHFR, le plasmide pSBDH394 
15 est dig€rg par Hindlll et PvuII puis le bloc d'expression 

du facteur IX est substitue* par le promoteur prgcoce de 
SV40, fragment Hindll - Hindlll de p delta. Le site 
Hindlll est ensuite e"limin§ : le plasmide est digferfi par 
Hindlll, le site est reinpli par 1 * ADN polymerase 
20 (fragment de Klenow) et le plasmide est religuS. 



Le bloc d'expression de DHFR est excise" par 
digestion Sail - SphI et clong dans M13TG131 (3) coupe 
par ces mtlmes enzymes donnant M13TG346. Par bloc DHFR, on 

25 entend done une.unitS de transcription form§e d • un bloc 

d'expression du ge*ne DHFR sous le contr61e du promoteur 
prgcoce de SV40 privS de sa sequence activatrice * Le 
plasmide pTG2323 est ensuite dig€r£,par EcoRI puis trait€ 
a la nuclSase SI. Les extremitSs sont rero^ies avec 

30 I'ADN polymerase (fragment de Klenow) puts ligufies avec 

le bloc DHFR, fragment Smal - Sail de M13TG346 (extremity 
Sail remplie a la Klenow). La fusion du site Sail rempli 
avec le Klenow et le site EcoRI traitS a la nuclease SI, 
r6g£n£re un site Sail. 



35 
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Le bloc DHFR est intSgr£ de sorte que les gSnes 
EIII et DHFR sont transcrits dans des directions oppos§es 
(pTG2325). Un polylinker de sequence : 

5 5 f AGCTTCGCGAATTCTCGAG 3' 

3' AGCGCTTAAGAGCTCCTAG 5' 

possedant les sites de restriction Hindlll , Hrul , EcoRI, 
Xhol et BamHI est introduit entre les sites Hindlll et 
10 * BamHI de pTG2325» donnant pTG2328. Le polylinker permet 

d'inserer les ADNc a expriaer. Le vecteur d'expression du 
facteur von Willebrand (vWF) est obtenu en insurant dans 
le site EcoRI de pTG2328 1 T ADNc sous forme de fragment 
EcoRI , donnant pTG2330. 

15 

L'ADNc codant pour vWF complet est pr6par£ a 
partir d*ARNm extrait de poumon humain, un organe riche 
en tissu vasculaire et done en cellules endotheliales qui 
sont reconnues comae site de synthase de vWF. L'ADNc est 
20 clone dans un Bacteriophage gt 1Q . Les clones obtenus sont 

criblSs en utilisant des souche nuclSo t idiques (13). 

Plusieurs clones ont €te obtenus puis assembles 
de facon a obtenir un clone d'ADNc codant pour la 

25 proteine entiSre. Le plasmide contenant les sequences 

assemblies est constitue du vecteur pTZ18R (Pharmacia) 
contenant dans son site EcoRI 1 f ADNc du vWF du nucleotide 
-131 (co.*siderant que l'ATG initiateur est a +1) au 
nuclSotife 8557 (site SstI). Par construction 1 f ADNc 

30 comprend une extremitS polyG a son extremite 5 ! et un 

fragment Sstl-EcoRI de M13TG131 (3) a son extremity 3 f - 



35 



Le vecteur pTG2330 contient deux unites de 
transcription : un bloc polycistronique vWF/neo et le 
bloc DHFR* II est possible par consequent de selectionaer 
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les clones transformed en utillsant l f un des marqueurs 
n£o ou DHFR, ou les deux s imult anSment . 

Le vecteur pTG2330 a done fite transfecte dans la 
lignSe CHO-DHFR" DG44 (obtenue auprds du Dr. L. Chasin, 
Columbia University, New York, USA) en utilisant la 
m£thode de precipitation au phosphate de calcium* Trois 
jours aprSs le transfert les cellules sont trypsinSes et 
rgparties dans un milieu Alha 1900 (GIBCO) supplements 
avec 10 % de sgrum de veau foetal (SVF) et avec de 
1 ' ant ibiotique G418 a une concentration de 400 ug/ml ou 
dans un milieu Alpha 2000 supplements en SVF avec une 
concentration de 10 nM ou de 30 nM) ou Sans methotrexate. 
Ap'res deux jours de selection les cellules en G418 sont 
trypsinSes et rSparties soit dans un milieu Alpha 1900 
supplements en SVF et contenant 600 jig/ml de G418, soit 
dans un milieu Alpha 2000 (GIBCO) supplements avec du SVF 
dialysS et contenant 200 ou 400 ug/ml de G418. Les 
cellules sont maintenues dans ces milieux pendant deux a 
trois semaines puis les clones ayant emmergSs sont testes 
pour leur production de vWF au moyen d'un test ELISA 
commercialism par Diagnostic-S tago . 

Des clones producteurs peuvent etre obtenus dans 
toutes les conditions de selection (Tableau I), les plus 
producteurs €tant Isolds en Alpha 2000 supplements avec 
du methotrexate. 

A ce stade, il peut Stre intSressant d'amSliorer 
les conditions de transfert dans les cellules de facon a 
obtenir des clones capables de rSsister 3 des 
concentrations plus SlevSes de methotrexate ou de pouvoir 
dSriver I partir des clones dSj3 isolSs des lignSes 
resistant a des concentrations plus SlevSes de 
methotrexate. 
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Tableau III Production des clones CH0-DG44 transform^ 
par pTG2330 suivant les conditions de 
selection 



Milieu de 
selection 


Nombre de clones obtenus ayant une 
production de vWF 
(en ng/10 6 cellules/24h) de : 




0-10 


10-100 


100-500 


500-1000 


1000-3000 


Alpha 2000SVF 


26 


8 


20 


1 


0 


Alpha 2000 
SVF 

Methotrexate 
lOnM 


5 


0 


3 


3 


4 


Alpha 2000 
SVF 

Methotrexate 
30nM 


1 


0 


0 


0 


2 
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REVEND I CATIONS 
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15 



20 
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1. Vecteur d , expression d'une proteine heterologue dans 
les cellules eucaryotes coraprenant une sequence d'ADN 
codant pour la proteine heterologue ainsi que les 
Pigments assurant son expression, caractSrise en ce 
que les elements assurant I'expression de la sequence 
codant pour la protSine het£rologue comprennent les 
Elements essenttels de la sequence leader et/ou de la 
sequence du promoteur du g3ne EIII de l'Adenovirus 2* 

2. Vecteur selon la reyendication 1 caracterise en ce 
qu'il comprend tout ou partie de la sequence leader 
du gene Bill. 

3. Vecteur selon la revendicatlon 2 caracterise en ce 
que la partie de la sequence leader du gSne EIII est 
celle qui comporte l*intron (nucleotide 27981-28360). 

4. Vecteur selon la revendi cation 3 caractSrise en ce 
que la partie de la sequence leader du gfine EIII est 
celle qui commence a l'intron (nucleotide, 27981) et 
s'etend jusqu'a l'ATG Initiateur de la traduction. 

5. Vecteur selon la revendicatipn 1 caracterise en ce 
qu'il comprend tout ou partie du promoteur du g5ne 



caracterisS en ce que il comporte tout ou partie du 
promoteur et la partie de la sequence leader qui 
comporte I'intron (nucleotide 27981-28360) de 
1 Adenovirus 2. 



EIII . 



6. 



Vecteur selon l'une des revendications 13 5, 
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7. Vecteur selon la revendicat ion 6 caract$ris£ ea ce 
que 11 comporte en outre une sequence activatrice de 
transcription. 

8. Vecteur selon l f une des revendi cations prScSdent es , 
caract!ris£ en ce que il comporte des §16ments 
assurant son integration dans le gfinome de la cellule 
h&te, de pr£f£rence la sequence d'ADN mitochondrial 
raurin du plasmide de p delta, 

9 . Vecteur selon l f une des revendi cat ions 1 a" 8, 

caractlrise* en ce que il comporte une sequence d'ADN 
supplSaen taire en aval de la sequence d*ADN codant 
pour la protSine he"t£rologue . 

10, Vecteur selon l'une des revendications pr6c€dentes 
carac t£ri se" en ce qu T il comporte un gSne de 
s€lection. 

20 11. Vecteur selon la revendication 10 caract£ris£ en ce 

que le gSne de s§lection se trouve ea aval de la 
sequence d'ADN codant pour la protSiue hfitgrologue* 

12. Vecteur selon la revendication 11 caractSrise" en ce 
25 que le gSne de s&lection se trouve sur un bloc 

d'expression po lycis tronique , en aval de la sequence 
d'ADN codant pour la protSine hStSrologue. 

13. Vec eur selon la revendication 11 ou 12 caractfirisfi 
30 en ce qu'il s f agit du g&ne N£o. 

14. Vecteur selon l*une des revendications 10 3 13 
caractgrise" en ce que il comporte une unite" de 
transcription d'un premier g$ne de selection, et un 

35 bloc d ' expression polycis tronique pour la prot§ine 

h€t$rologue comportant un deuxiSme gdne de 
selection. 
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15. Vecteur selon la revendication 14 en ce que le 
premier gSne de selection est le gSne DHFR. 

16» ProcSde" de preparation de cellules eucaryotes afin 
5 _ d'obtenir des lignfies cellulaires produisant une 

protSine h£t6rologue carac te"ris£ en ce que on 
effectue la transformation de ces cellules par un 
vecteur selon l T une des revendications 1 31 15 et que 
l'on s&lectionne les cellules exprimant ladite 
10 prot§ine hStgralogue. 

17. ProcSdS selon la revendication 16 cafactSrisfi en ce 
que la ttansfection est effectuSe par la technique de 
copr£cipit ation au phosphate de calcium. 

15 

18. Lign£e cellulaire obtenue par la mise en oeuvre du 
proc^de* selon l'une des revendications 16 ou 17, 

19. ProcfidS de preparation d'une prot£ine h§t€rologue par 
20 des lign$es cellulaires caract^risg en ce qu'on 

cultive une lignSe cellulaire selon la revendication 
13 sur un milieu de culture approprie" et en ce qu'on 
rficupSre la protSine h£t€rologue a* partir de la 
culture. 



25 



20. Proc€d£ selon la revendication 19 earactSrisS eh ce 
que la protSlne hStSrologue est choisie parmi les 
facteurs de la coagulation sanguine. 
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TRANSLATION FROM FREwl TO ENGLISH OF TRANSGENE ^TENT DONE Q 
DR. C. RIOUX, PhD. , VIDO Research Associate - April 24, 1992. 

This invention concerns new expression vectors for the 
expression of heterologous proteins in eukaryotic cells, 
particularly in mammalian cells. 



An heterologous protein, in the context of the present 
invention, represents a protein which is not expressed naturally by 
the cells under study, or alternatively a protein which is not 
necessary for the survival of these cells. 



Numerous vectors designed for the expression of genes coding 
for such heterologous proteins in mammalian cells have already been 
described* The need to have vectors that are store and more 
effective is permanent , specially to increase significantly the 
quantity of product synthesized by the host system and to allow the 
selection of producing cells and the preparation of stable cell 
lines producing the protein of interest in sufficient quantities 
for industrial production. Various approaches have already been 
suggested to improve the efficiency of this type of vectors at the 
level of transcription as well as at the level of translation. 

Thus, for example, numerous vectors utilize, as promoters of 
transcription of the DMA sequence coding for the heterologous 
protein, hybrid sequences comprising activator sequences of the 
SV40 virus (repeat of 72 base pairs) associated to the major late 
promoter of the Adenovirus 2, An improvement of the efficacy of 
this type of vector has already been obtained by different means, 
by inserting additional DNA sequences from SV40 (repeats of 21 base 

Docket No. 293102003000 
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pairs) able to bind transcription factors , or sequence of the 

tripartite leader of Adenovirus 2 increasing the translation of the 
messenger RNA. 

The present invention aims at providing new vectors useful 
specially for the expression of complex proteins such as the 
coagulation factors, in mammalian cells. 

The vectors in this invention are characterized by elements 
allowing the expression of the DNA sequence coding for the 
heterologous proteins which comprise essential elements of the 
leader sequence and/or promoter sequence of the EIll gene of 
Adenovirus 2. By essential elements, we refer to the sequence 
allowing for the increase of protein production and/or the control 
of the expression of the promoter sequence. 

Adenoviruses possess a double stranded linear DNA which/ in 
the case of serotype 2 (Ad2) comprises 35 kilobases. Adenoviruses 
have five early transcription units or more, including that of the 
EXIT gene, and many late transcription units (1, 2). The 
restriction nap of the elements upstream of gene EIII is shown in 
figure l. The coordinates indicated for the nucleotides correspond 
to those obtained from the sequence of Ad2 in the EMBL data bank. 

Among the important elements of gene EIII, we distinguish 
between the promoter and the leader sequence with the promoter 
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extending up to the CAP site, and with the leader sequence 
extending from the CAP site to the initiator of translation ATG. 

Various variations of the invention may be realized. 

In a first variation, only all or a portion of the leader 
sequence of gene EZII is present on the vector. Preferentially, 
this leader sequence represents a part of the sequence consisting 
of an intron so that the expression vector carries an intron in the 
3' untranslated portion of the messenger RNA (see Fig. 1). Xn this 
case, any functional promoter can be used as promoter to express 
heterologous genes in mammalian cells. Examples of promoters are 
the one of the cytomegalovirus or the one of the metal lothionin 
gene. 

In a second variation, the vector according to the invention 
comprises all or part of the promoter of the gene Eill which is the 
5' portion of the transcription elements extending to the CAP site. 

A preferred variation ie that in which the vector comprises 
both the portion of the leader sequence which Includes an intron 
and all or a portion of the promoter of the EII1 gene of the 
Adenovirus 2. 

It is obviously preferable to have both the leader sequence 
and the promoter corresponding to the same gene of Adenovirus 2. 
It is advantageous, according to an additional characteristic of 
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the invention, to add a transcription activator, particularly the 
activator sequences of SV40 (for example the 72 base pair repeats 
or 21 base pair repeats or a combination of both the 72 base pair 
and 21 base pair sequences) . 

The vectors in this invention are generally plasmids but we 
can also consider viral vectors as long as these viruses have a 
cycle comprising a step in which the genome is as double stranded 
DNA, for example papillomaviruses. The vectors are preferentially 
constructed to insure the integration of the DNA sequence coding 
for the heterologous protein in the genome of the host strain, so 
to obtain stable cell lines producing such a protein. To obtain 
cells with a large number of copies of the gene coding for the 
heterologous protein, the integration vectors may include a DNA 
sequence assuring the integration of the plasmid in many hundreds 
of copies as, for example, the fragment of the mitochondrial DMA of 
mice present in plasmid p delta. 

in some cases, it may be interesting, in order to increase the 
production of the heterologous protein, that the vector includes an 
additional DMA sequence downstream of the DNA sequence coding for 
the heterologous protein. (P.S. I an not sure what this paragraph 
means ) . 

To select transformed cells, the vector includes 
preferentially a gene for selection, for example the gene coding 
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for xanthine-guanine phosphoribosyl -transferase (resistance to 

mycophenollc acid, XGPRT), the resistance gene for 6418 (neo), or 
the dihydrofolate reductase (DHFR) gene which confers resistance to 
methotrexate- One will use preferentially the Neo gene. 

The selection gene may be carried by an independent 
transcription unit, or else be placed directly downstream of the 
DNA sequence coding for the heterologous protein. This second case 
is particularly advantageous since it allows to obtain a double 
affects increase of production and improvement of the efficacy of 
selection. 

It may also be advantageous to place the selection gene in a 
polycistronic expression unit containing a promoter, a DMA sequence 
coding for the heterologous protein, a selection gene, an lntron, 
and a polyadenylation site. In fact, it has been demonstrated in 
many occasions that ribosomes can reinitiate translation downstream 
of a stop codon, and this property is used to construct plasmids 
containing a polyaiatronic selection unit* As selection gene, one 
can use one of those mentioned above: the murine gene coding for 
dihydrofolate reductase (DHFR) and the bacterial XGRT gene. 

In order to select more easily transformed mammalian cells 
which express the heterologous protein in large amounts, it is 
particularly advantageous to add to the polycistronic unit a 
transcription unit with a selection gene. Preferentially, one 
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will use an expression unit of the gene OKFR under the control, for 
example, of an early promoter of SV40 without its activator 
sequence . 

The invention has also for goal to establish a preparation 
method of eukaryotic cells, to obtain cell lines producing an 
heterologous protein, in which one transforms these cells with a 
vector according to the invention and selects the cells expressing 
the desired proteins. 

Among the methods of transformation used, we can mention 
particularly the technique of ooprecipitation with calcium 
phosphate which will be used in the following examples. 

Finally, the invention has a goal to obtain the cell lines by 
using the procedure according to the invention, particularly the 
CHO lines producing Factor VTII or Factor IX. Indeed, the 
invention is applicable to the preparation of blood coagulation 
factors and thus also involves a procedure for their preparation in 
which one cultivates the cells on an appropriate culture medium and 
one recuperates the protein obtained from the culture. 

other characteristics and advantages of the invention will 
appear during the following detailed description. This description 
indicates some examples of constructs according to the invention 
and their application to the expression of oomplex proteins in 
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mammalian calls* 

The following figures illustrate the invention: 

Figure 1 is a schematic diagram of the restriction nap of the 
transcription element upstream of the gene EIZX. 

Figure 2 is a schematic representation of the structure of 
plasmid pSB394. 

Figure 3 is a schematic representation of the structure of 
plasmid pSBDH394. 

Figure 4 is a schematic representation of the structure of 
plasmid pTGEIII385, pTGEIIIDH385, pTGEIIIN<ao385 . 

Figure 5 is a schematic representation of the structure of 
plasmid pTG2307. 

Figure 6 is a schematic representation of the structure of 
plasmid pTG2330. 

Example l Transient expression of factor IX in CHO cells, 
a) Construction of psb304 and pgBDq39« 

Plasmid pSB394 (Fig. 2) is a vector derived from pTGl57 
described in the European publication of the patent E.P.A. 0140762 
in which the sequences EcoRX-BglH, coding for the rabies 
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glycoprotein, have been eliminated and replaced by the following 
fragments: 

fragment EcoRI-Kpnl of the poly~linker of M13TG131 
(3); 

whole activator of the SV40 virus as the Kpnl- 
Hindll fragment of pSO (4); 

a portion of the sequence of the late major 
promoter of Adenovirus 2: Saal-BamHI of pM4 (5); 
the BantHl-Bglll fragment of the poly-linker of 
M13TG127, a vector comprising the poly-linker 
sequence 

5' AGATCTG(^GGTCCMGCITG(^CGGATCCCCGGGGAATTC 3* 

comprising the restriction sites Bglil, Psti, 
Hindlll, BamHI, SmaZ and EcoRl; 
the complementary DNA of factor IX (BamHI fragment 
of M13TG315) inserted into the Bglil site of the 
poly-linker. it is obtained by digesting the 
vector M13MP701 (3) by the enzymes BamHI and EooRI 
followed by the insertion of the sequences EcoRI- 
Pstl of M13MP8 (6)r the large Pstl-FnuDII fragment 
of the complementary DNA of factor IX [from pTG397 
(7)] and an adaptor FnuDlI-BamHl with the sequence 
5' GATCCATGCAGCG 3' 
3' GTACGTCGC 5' 

restoring the complete coding sequence of the 
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complementary DNA. 

J>lasmids pSB394 and pSBDH394 firstly differ by the integration 
site of the complementary DNA of factor IX. in pSB394 this DNA is 
inserted into the Bglll site of the poly-linker while in pSBDH394, 
it is inserted into the BamHX site. Moreover, in a second step, 
the complementary DNA of DHFR from mice [fragment Hindlll - Bglli 
of pMTVdhfr (8)] is introduced between the Hindlll and Bglli sites 
of the poly-linker (see Fig. 3). 

b) CPMtKHBttgn Pf PlflfflWldS PTGKTTT^BS, ^ ^7 ^385 »r,A 
PTOKITTNeoflRq containing a fra^nt o f ff g ns but 
Adenovirus. 9 

To make these constructs, one may use adenovirus 2 deposited 
under ATCC VR-846. The plasmid pTCEiii385 (Fig. 4) is obtained by 
digestion of pSB394 with EcoRI and BamHI followed by substitution 
of the late major promoter of adenovirus 2 and the cDNA of Factor 
IX by the following sequences: 

the EcoRI-Smal fragment of Adenovirus 2 between the 
sequence 27372 and 27571 (see Fig. i) (the 
coordinates correspond to those obtained from the 
hflL sequence in the EHBL data bank) ; 
the EeoRV-Kpnl fragment of the poly-linker of 
H13T6131 (3); 

the activator of virus SV40 as a Kpni-Hindll 
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fragment of pSo (4); 

the nucleotide sequence from 27572 to 28812 (from 
the Smal of the promoter of Bill to the ATG, Fig. 
Dl 

the complementary DNA of factor ix fused to the 
initiation codon ATG of EIII. 

To create this fusion of the complementary DNA of factor IX 
and of the gene Bin at the initiation codons atg, the 
complementary DNA of factor ix is excised as fragment BamHl-Xhoii 
by partial digestion of M13TG390 (described later) and cloned into 
the BaaHI site of M13TG131 to produce the vector M13TG373. 

M13TG390 is a derivative of M13TG120 (3) and contains between 
the site Salt and PstI the following sequences: 

an adaptor Sail- Pnudll with the following seqeuces: 
5' TCGACCATGCAGCG 3' 
3' GTACGTCGC 5' 

the fragment FnuDIl - PstI of the cDNA of factor ix 
from pTG397 described in the European publication 
of the patent EP-167420. 

The fragment Hindlll of the leader of gene Elli (nucleotide 
28653 to 2B962, see Wg. i) is inserted into the Hindlll site of 
M13TG373 and a site-directed mutagenesis using the oligonucleotide 
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5' CKSGGCAACATCCAAQATOCAQCGCaTGAACATOATC 3' allows to obtain the 
fusion of the complementary DNA of factor IX and of gene Bill at 
the level of the initiation codons ATQ. 

Plaamid pTGEIIIKeo385 (fig. 4) results from the insertion of 
the BamHl fragment of M13TG1823 in the BamHl site of pTGEIII385. 
This vector is derived from M13MP9(6); it contains in its BamHl 
site a fragment of the neo gene, obtained by BamHX-BglH digestion 
of pSv2-neo(9) . Once introduced, this fragment is locally mutated 
using an oligonucleotide with the sequence 5 ' CATGCGAAAGGATCCTCATTC 
3* permitting the excision of the neo gene as a BamHl fragment from 
M13T61823. 

The plasmid pTGElllDH385 (fig. 4) is obtained by the insertion 
of a fragment of the gene DHFR from pMTVdhrf (8) into the Hindlll 
and BglZZ sites of pTGElII385 (8). 

c) Tran sient expression in cho ceiie 

Tissue culture dishes (S cm diameter) are seeded with 300,000 
cells. After 24 hours, the expression vector (2 ug of DMA) for 
factor IX and the expression vector pCHHO (2 ug of DNA) for beta- 
galactosidase (10) were co-transferred according to the classical 
calcium phosphate method of coprecipitation (11). After 24 hours, 
the cells were washed with PBS [137 mM NaCl; 2,7 mH KClj 8 mu 
Na,B?o 4 F 1,5 mM KH a P0 4 r pH - 7, 4 J and fresh medium added. After 48 
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hour*, samples of the culture media are taken and the quantity of 
the factor IX product, F, is measured by an ELISA teat 
commercialized by Diagnostica-Stago . The cells were washed 3 times 
with PBS and then centrifuged. They were resuspended in 0.2 to 1 
ml of buffer Z (10) and broken by short eonication. The cellular 
debris were eliminated by centrif ugatlon , the beta-galactosidase 
activity, B, was assayed in the supernatant by a classical method 
(12) and the total quantity of proteins, P, was determined by the 
Biorad assay. The efficacity of the construct is evaluated by the 
ratio P.P/B. 

The plasmids of the series pSB (pSB394 and pSBDH394) utilize 
promoters with sequences of the major late promoter of Adenovirus 
2 joined to the sequences of the SV40 activator while plasmids of 
the series pTGElll (pTGEIIIDH385, pTGEIIIWeo385 pTGEIII385) in 
conformity with an aspect of the present invention, carry the 
leader sequence and a part of the promoter of gene Bill of 
adenovirus 2 as well as, upstream of the promoter, activator 
sequences of 8V40. 

PSB394 and pTGElii385 are two monooistronic vectors while 
DSBDH394, PTGBIIIDH385 and pTGElIINeo385 are polycistronic using as 
second gene the cDNA of gene DHFR for the first two plasmids and 
the gene neo for the last one. 



The results of the transient expression of factor IX in CHO 
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cells are shown in Table I. 



Kflfaifl „I: Measure of the transient expression of Factor IX in CHO 
cells transfected by different plasmids. 





F x P* 




B 


pSB394 


2.8 


PSBDH394 


7.8 


pTGBIII385 


17.0 


PTGEIIIDH385 


105.0 


pTGEIIINeo385 


150.0 



*B: & - galactosidase activity 
P: quantity of total proteins 
F: activity of factor IX measured by ELISA 

Table I shows the following results: 

1) Replacement of the major late promoter of adenovirus by 
the elements of gene Bill of adenovirus 2 in the initial 
plasmid allows to Improve by a factor of 5 to 12 the 
quantity of factor IX produced. 

2) The addition of a sequence downstream of the cdha of 
factor IX improves by a factor of 5 the ef f icacity of the 
constructs (pTGBIII385/pTGEIIIDH385) . 
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3) The addition of the sequence of the neo gene downstream 
of the CDMA of factor IX gives a result slightly better 
than the addition of the sequence of the CDNA of the gene 
DHFR (pTGEIIIDH385/pTGEIIINeo385). 

gxanmla S i Expression of factor VIIIaII 

The analog of factor VIII designated by FVIIIaII was described 
in the french patient application n* 8711415 deposited in the 
Demander's name. It is characterized in that it is the product 
deleted from amino acids 771 to 1662. 

a) Conefcrufltton of pTg$3o7 

Plasmid pTG2307 (fig. 5) contains a part of the plasmid p 
delta favorizing the integration of the vector in a large number of 
copies in the genome, and a polycistronic transcription unit 
(promoter + leader) llll-Pactor viiIaII/XGPRT. 

It is constructed as follows: 

Plasmid pTG2307 is a derivative of pT6l509 (deposited on July 
24, 1987 at the CKCM under the number 1-681), described in the 
french patent application no 8711415 already cited, digested by the 
restriction enzymes Ncol and Aval. The short fragment is 
eliminated and substituted by the PvuI-AvaX from M13TG347 
(described below) using an Ncol - Pvul adaptor with the sequence: 
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5' CCGGCCTAGGCCCGOGCTaCAGAT 3' 
3' COATCOGOGCCCGACOTC 5' 

M13T6347 is a derivative of M13TG131 (3) by insertion in the EcoRI 
and Kpnl sites of the fragments: 

- EcoRI - EcoRV of pTGEIII385 carrying the EIII promoter followed 
by its leader and a portion of the cONA of factor IX. 

- Smal - Knpl of pTG1080 (13) carries the 5' end of the CDNA of 
factor VIII. 

The fusion at the ATO of proteins eiii and of faotor VIII is 
obtained by site-directed mutagenesis to create a deletion by using 
the oligonucleotide with the sequence 
5' CTGCKJ<KK^CATCCAAGAATGCAAATAGAACTCTCC 3'. 

b) Production of factor VttUU in the CHO cells. 

The vector pTG2307 thus obtained is transferred into cells 
CH0DXB11 (Dr. L. Chasin Columbia University, New York, USA) by the 
technique of calcium phosphate precipitation and the transformed 
cells are selected by the procedure described in reference 14 but 
omitting the amlnopterin. The clones were isolated after 1.5 to 2 
months of selection and then tested for their production of factor 
viil aII. Of 14 clones tested, 7 produced between 1 and 6 U of 
factor VIII (coagulation activity) per 10* cells in 24 h. These 
levels of production are 12 times higher to those obtained by using 
the SV40 promoter of Adenovirus 2 of pTG364 (construct pTG1509, 
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described in the f ranch patent application already cited, n* 
8711415) (see table II). 

Table II; production of factor VIIIaII in CHO cells relatively to 
the plaamid utilized. 



Plasraid 


Coagulation activity U/10* cells x 24 h j 


PTC1509 


0.5 


pTG2307 


6.0 



Example 3t Expression of the factor van Will ©brand using 
plasnid pTG2330 (fig. 6). 

The starting plasnid is plasnid p delta, more precisely, the 
large fragment of p delta between the EcoRI and Sail sites. The 
promoter and the leader of gene BUI were introduced as fragment 
EcoRI-Hindlll from pTGBIII 365 followed by an adaptor Hind III- 
BamHI from M13TG131 (3) and the OKA block made of the fragment 
BauHi of the Neo gene from M13TG1823 (described previously) linked 
to the Bglll-Sall fragment of pTGEIII365. The resulting plasnid is 
called pT62323. 

To obtain the DHFR unit, plasmid pSBDH394 is digested with 
Hindlll and PvuII and the expression unit of factor IX is 



16 



substituted by the early promoter of SV40, the Hindu-Hind III 
fragment of p delta. The Hindlll site is then eliminated: the 
plasmid is digested by Hind III, the site is filled in by the DNA 
polymerase (Klenow fragment) and the plasmid is religated. 

The expression unit of DHFR is excised by digestion with Sail 
and Sphl and cloned into M13TG131(3) cut by these enzymes to give 
M13TG346. By DHFR unit, one means a transcription unit made of an 
expression unit of the gene DHPR under the control of the early 
promoter of SV40 without its activator sequence. The plasmid 
PTG2323 ie then digested with EcoRI followed by treatment with si 
nuclease. The ends are filled in with DNA polymerase ( Klenow' s 
fragment) and ligated with the DHFR unit, the Smal-Sall fragment of 
M13TG346 (Sail end filled in with Klenow) . The fusion of the Salt 
site filled in with Klenow and the EcoRI site treated by SI 
nuclease regenerates a Sail site. 

The DHFR unit is integrated so that the genes EZII and DHFR 
are transcribed in opposite directions (pTG232S). A polylinXer 
with the sequence: 

5' ACCTTCGCGAATTCTCGAG 3' 

3' A0C6CTTAA6A6TCCTA6 5' 

having the restriction sites Hindlll, Nrul, EcoRI , xhol and BamHi 
is introduced between the Hindlll and BamHi sites of pTG2325 to 
produce pTG2328. The polylinker allows to insert the cDNA to be 
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expressed. The expression vector for von Willebrand factor (vWP) 
is obtained by inserting the cDNA as an Bco RI fragment into the 
EcoRl fragment of pTG2328 to produce pTG2330. 

The cDNA coding for the complete vWF is prepared from the mRNA 
extracted from human lung, an organ rich in vascular tissue and 
thus in endothelial cells which are recognized as the site of 
synthesis of vWF. The oDKA is cloned into bacteriophage gt 10. 
The clones obtained are screened using nucleotide strains (13). 

Many clones were obtained and then assembled so to obtain a 
oDNA clone coding for the whole protein. The plasmid containing 
the sequences assembled is constituted by vector pTZ18R (Pharmacia) 
containing in its EcoRl site the cdwa of VWF from nucleotide-131 
(with the initiation codon ATG being at +1) to nucleotide 8557 
(site Sstl). By construction, the cDNA comprises a polyG at the 5' 
end and a Sstl-BcoRI fragment of M13TG131(3) at its 3' end. 

The vector pTG2330 contains two transcription units: a 
polycistronic unit vWF/neo and the DHFR unit. Consequently, it is 
possible to select transformed clones using one of the neo or DHFR 
markers, or both simultaneously. 

The vector pTG2330 has thus been transf acted in the CHO-DHFR- 
DG44 line (obtained from Or. L. chasin, Columbia University, New 
York, USA) using the method of precipitation with calcium 
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phosphate. Three days after the transfer, the cells were 
trypsin! zed and spread on the medium Alpha 1900 (GIBCO) 
supplemented with 10% of fetal bovine serum (PBS) with the G418 
antibiotic at a concentration of 400 ug/ml or in an Alpha 2000 
medium supplemented with fbs with (at a concentration of 10 nM or 
30 nM) or without methotrexate. After two days of selection, cells 
in G148 are trypsini2ed and spread either in an Alpha 1900 medium 
supplemented with PBS and 600 ug/ml of G418, or in an Alpha 2000 
medium (GIBCO) supplemented with dialysed FBS and 200 or 400 ug/ml 
of G418. The cells are maintained in these media for two to three 
weeks and the clones obtained are tested for their production of 
vWF using an ELISA test commercialized by Diagnostic-Stago 

Producing clones may be obtained in all the selection 
conditions (Table I), the most productive being isolated in Alpha 
2000 medium supplemented with methotrexate. 

At this stage, it may be interesting to improve the conditions 
of transfer into the cells so to obtain clones capable to resist to 
higher concentrations of methotrexate, or to be able to obtain cell 
lines resistant to higher concentrations of methotrexate from 
clones already isolated. 
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